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ABSTRACT 
The yeast two-hybrid system was used to detect the direct protein-protein interaction be-
tween glucocorticoid receptor (GR) and c-Jun. The pGBT9 vector was used to generate a 
fusion of the GAL4 DNA-binding domain (GAL4BD) with rat GR.τhe pGAD424 vector 
was used to generate a fusion of the GAL4 activation domain (GAL4AD) with mouse c-
Jun. One or both of hybrid proteins were expressed in yeast strains that have a lacZ gene 
under the control of GAL4 responsive promoter as a reporter system. GAL4BD-GR con-
structed with the DNA binding domain and its surrounding sequences resulted in expres-
sion of the lacZ gene in the absence of GAL4AD-Jun. Deletion analysis revealed that the 
amino acid sequence of GR (from 324 to 419) act as a GAL4 activator. These fusion pro-
teins were tested in the two-hybrid system but the interaction could not be observed. 
Then the two test proteins were switched to the other vectors. GAL4AD-GR constructed 
with approximately ful length of GR was examined in combination with GAL4BD-Jun. 
However the direct interaction between GR and c-Jun was not be detected under the condi-
tions used in this study. (Accepted on May 14， 1996) 
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はじめに
グルココルチコイド受容体 (GR)は転写悶子
AP-lと相互に干渉しあい， AP-lの転写活性化作
用をブロックすることによりコラーゲナーゼの産
生を抑制することが知られている.このようなコ
ラーゲナーゼ遺伝子のGRによる転写抑制に必要
なシスエレメントはAP-l結合配列だけで十分で
あることが示されている9)19) さらにGR，c-
Jun， c-Fosの変異蛋白を用いた研究から， GRの
DNA結合領域とAP-lを構成するc-Junのロイシ
ンジッパー構造との聞に蛋白一蛋白相互作用が生
じ転写促進活性のない擾合体が形成されるという
抑制機構が提唱されている16) AP-l以外にも転
写因子NF-KBを構成するp65，NF-IL6など複数
の転写因子とGRの相互干渉作用が報告されてお
り，グルココルチコイドの持つ抗炎症作用や免疫
抑制作用との関連が注目されている.一方，グル
ココルチコイドは胸腺細胞や活性化された抹消T
リンパ球にアポトーシスによる細臨死を誘導す
る。 GRについて細胞死の誘導に関与する領域を
検索した結果， DNA結合領域とそのごく近傍の
アミノ酸配列が効率よく細抱死を引き起こすこと
が示されている14) これらの報告は、 GRのDNA
結合領域はグルココルチコイド応答配列 (GRE)
への特異的結合に加えて何らかの重要な役割を持
っている可能性を示唆している.本研究は， GR 
のDNA結合領域を介する蛋白一蛮白相互作用を理
解するために酵母細胞内での蛋白間相互作用を検
出するtwo-hybrid法1)6)を用いてGRとc-Junの相
互作用について検討した.
材料と実験方法
1 .試薬等
two-hybrid法に用いた宿主酵母株，ベクター，
コントロールプラスミドは東洋紡より購入した.
合成オリゴヌクレオチドはバイオロジカ社より購
入した.制限酵素， DNAリガー ゼ， Taq DNA 
ポリメラーゼ， 5-buromo-4-chloro-3-indolyl-s-
D-galactoside (X -Gal)は宝酒造より購入した.
bacto peptone， yeast extract， yeast nitrogen 
base(アミノ酸不合)はDifco社製を使用した.浦
紙はタイテック社の No.50を使用した.その
他の試薬は特級または生化学純度のものを使用し
た.
2.ベクターおよびプラスミド
融合蛋白質の構築および発現用のプラスミドベ
クターとしてpGBT9とpGAD424を使用した12)
pGBT9はGAL4のDNA結合領域を含み， pGAD 
424はGAL4の転写活性化領域を含む融合蛋白質
作製用プラスミドである。ポジティブコントロー
lレプラスミドとしてpCL1， pVA3およびpTDlを
使用した。 pCL1は完全長の野生型GAL4，pVA3 
はマウスp53蛋白とGAL4DNA結合領域の融合蛋
白質， pTDlはSV40のlargeT抗原とGAL4活性
化領域の融合蛋白質の発現プラスミドである.ラ
ットGRに対するcDNAクロー ン， pRBa11713)を
鋳型DNAとし，以下のプライマー， GR1 (5'-
GGGGATCCAGGCAAGCTTTTCTGGGAG-
3')， GR2 (3'-GCTCCACAACATACGTCCT 
GACGTCGG-5')， GR3 (3'-CAAGGACGTC 
GTAATGGTGCAGCTGCC-5')， GRA(5'一
CCGAATTCCCCAAGAGTTCAACGTCTG-
3')， GRB(5'一CCGAATTCCCAGATGTAAGC
TCTCCTC-3')， GRC(3'一CCCGCAGTTCAC
TAACGTCCAGCTGCC-5')， GRD(3'-GGAAT 
GGATGACGAAGGTCCAGCTGCC・-5')を{吏用
してPCRを行い，関 lに示したアミノ酸配列を
コードするcDNAを増幅した.GR1とGR2，GRB 
とGR3によって増幅したcDNAをpGBT9を用い
てサブクローニングし，クローンG-B118，G-C 
126を分離した.GRAとGRC，GRAとGRD，
GRBとGRC，GRBとGRDによって増幡した
cDNAをpGAD424を用いてサブクローニングし，
クローンG-E40，G-F26 ， G-G27 ， G-H20を分離
した.マウスc-Junに対するcDNAクローン，
pJac115)(理研ジーンパンクより)を鋳型DNAと
し，以下のプライマー， ]1 (5'-GGGAATTCA 
TCGACATGGAGTCTCAGG叩3')，J2 (3'-CAC 
GGTTGAGTACGATTGCTCT AGAGG-5')， 
J3 (3'-GAGTACGATTGCGTCGTCACAGCT 
GGG-5')を使用してPCRを行い，図2に示した
アミノ酸配列をコードするcDNAを増幅した.]1
とJ2によって増幅したcDNAをpGAD424を用い
てサブクローニングしクローンJ-A141を分離し
た.]1とJ3によって増幅したcDNAをpGBT9を
用いてサブクローニングしクローンJ-E11を分離
した.鋳型DNAとしてマウスc-JunのcDNAを使
用したが，融合プラスミドJ-A141およびJ-Ellに
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クローン化した領域のアミノ酸配列はマウスおよ
びラット間で完全に一致している10)
3.宿主酵母細胞株および酵母細胞の形質転換
宿主酵母細胞としてS.cerevisiae SFY526株2)
およびHF7c株5)を用いた.s-ガラクトシダーゼ
活性による蛋白関相互作用の検出には1acZの発現
レベルの高いSFY526株を主に使用した.指主酵
母細胞はYPD培地を用いて培養した.形質転換
体はSD合成培地よりトリプトファンまたはロイ
シンを除去したSD選択培地を用いて培養した.
ホルモン処理は，デキサメサゾン (Dex)をエタ
ノールに溶解し， YPD培地またはSD選択培地に
1/100容量添加した.
コンビテント細抱は酢酸リチウム法により調整
した17) 一種類のプラスミドまたはニ種類のプラ
スミドを用いて形質転換する場合は0.1μgまた
はそれぞれlμgのプラスミドDNAと100μgのキ
ャリアーDNA(仔牛胸膜DNA)を徴量遠心チュー
ブに分注し， 100 μiのコンビテント細胞を加え
た.600μlのポリエチレングリコール (PEG)溶
液 {35% (w/v)PEG4000， 100 mM酢酸リチウ
ム， 10 mM Tris-HCl， 1 mM EDTA， pH 7. 5} 
を加えて混合した後， 300C， 30分間保温した.
70μ1のジメチルスルホキシドを加えて穏やかに
撹持した後， 420C， 5分間熱ショックを与えた.
1，400 rpmで5秒間遠心し，沈殿を800μ1のTE緩
衝液(10mM Tris-HC1， 1 mM EDTA， pH 7.5) 
に懸濁した.同様の遠心によりさらに一回洗った
後， 0.5 m1のTE緩衝液に懸渇した.100 μ1の細
抱懸渇液を適切なSD選択寒天培地を含む90mm 
プレートにて30 0C で 2~4 臼培養した.
4. フィ Jレター法による戸ーガラクトシダーゼ活
性の検出
無作為に抽出した形質転換体の10コロニーを櫨
紙上にストリークし， SD選択寒天プレートまた
はYPD寒天プレート上に置き300Cで一晩培養し
た.櫨紙を剥がして戸ーガラクトシダーゼ活性の
検出を行った2) i麗紙をコロニ一面を上にして液
体窒素に入れ10秒間液中に沈めて凍結させた後取
り出して室温で融解させた.この櫨紙をX-Ga1溶
液(100mMリン酸ナトリウム， 10 mM塩化カ
リウム， 10 mM硫酸マグネシウム， 40 mMメ
ルカプトエタノール， 0.5 mg/m1 X-Gal， pH 
7.0)で湿らせた曜紙の上にコロニ一面を上にし
て置き， 300Cで保温し青色コロニーの出現により
Fーガラクトシダーゼ活性を確認した.
結果
1 .ラヅトGRにはGAL4の転写活性化領域と機
能的に類似したアミノ酸配列が存在する
GRおよび、c-Junの変異体を用いた研究からGR
はDNA結合領域を介してc-Junの口イシンジッ
パー構造に産接結合すると推論されている16)
DNA結合領域を中心とした蛋白一蛋自相互作用を
解析するために，ラットGRのDNA結合領域を含
むアミノ酸324から525までをGAL4活性化領域に
繋いだG-B118を構築した(図 1).一方， c-Jun 
のDNA結合領域とそれに隣接するロイシンジッ
パー領域 (B-Zip領域)をGAL4DNA結合領域に
繋いだJ-A141を構築した(図 2).G-B118とJ-A
141を用いてSFY526株の形質転換を行い融合蛋
白質問の相互作用について検討した(表 1，No. 
5 -No. 7). G-B118を単独で用いた場合(表 1， 
No.5)にポジティブコントロール(表 1，No. 
23， 24) と同程度のs-ガラクトシダーゼ活性が
検出された.この結果はラットGRのアミノ酸324
から525がGAL4のDNA結合領域と共同してGAL
lプロモーターからの転写を活性化したことを示
している.実験結果は示さないが，百F7c株を用
いた実験において，ヒスチジンを除去したSD選
択培地上での生育を指標として耳目3の発現を，s 
ーガラクトシダーゼ活性を指標としてlacZの発現
を調べたが，いずれの検出方法を用いた場合にも
G-B118単独およびGーB118を含むプラスミドの組
み合わせを用いて得られた形質転換体においてレ
ポーター遺伝子が発現していることが確認され
た.G-B118のcDNA配列からDNA結合領域より
N末側を除去したらC126を作製し(閣1)，同様
の形質転換実験を行った(表3， No.8 -No. 10). 
G-C126の形質転換体では戸ーガラクトシダーゼ活
性は検出されなかった(表 1，No. 8).以上の結
果からGRのアミノ酸配列324から419はGAL4の
DNA結合領域と共同して転写活性化に関与する
ことが明らかになった.
2. GRとc-Junの蛋白一蛋白間相互作用
G-C126とJ-A141を用いて得られた形質転換体
において戸ーガラクトシダーゼ活性は検出されな
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A/日 C D E 
440 506 546 795 
rat GR 圏盤塑
324 525 
G抽B118 脇田崎
420 544 
G“C126 
160 776 
G-E40 
160 590 
G-F26 
420 776 
G-G27 1. 
420 590 
G-H20 |醐E
関 l ラットGRの機能ドメインと融合蛋白質の構築に用いたアミノ酸配列
最上段にラットGRの機能ドメイン構造と各ドメインのN末端に位置するアミノ離の番号を示したり.
A/BはN末端側に位寵するドメイン， CはDNA結合領域， DはCドメインとEドメインの間に存在するヒ
ンジ領域， EはC末端側に位置するホルモン結合領域である.下段に形質転換に用いた融合プラスミドの
クローン名とそのプラスミドにサブクローニングされているcDNA配列に対応するアミノ酸配列を示し
た.G-B1l8とらC126はベクターとしてpGBT9を， G-E40， G-F26， G-G27およびG-H20はベクターと
してpGAD424を使用した.
mouse c-Jun 
J-A 141 
J-E 11 
DNA結合領成
ロイシンジッパ-
255 282 311 334 
麗麹コ
i~矧|
川面膨紛 | 
図2 マウスc-Junの機能ドメインと融合蛋白質の構築に用いたアミノ酸自己列
最上段にマウスc-Junの機能ドメイン15)と各ドメインのN末端のアミノ懸の番号，下段に形質転換に用
いた融合プラスミドのクローン名とそのプラスミドにサブクロ…ニングされているcDNAに対応するアミ
ノ酸配列を示した.J-A141はベクターとしてpGAD424を， J-EllはベクターとしてpGBT9を使用した.
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表1 Two-hybrid法による蛋自弓蛋白相互作用の検出
p1asrnid 1 p1asrnid 2 
No (GAL4 DNA (GAL4活性化
結合領域) 領域)
SD選択培地での増殖* s-ガラクト
シダーゼ活性
-T -L -T，-L 
2 pGBT9 
3 J-E11 
4 J-E11 
5 GーB118
6 GーB118
7 G-B118 
8 G-C126 
9 G-C126 
10 G-C126 
1 
12 pGBT9 
13 J-E11 
14 
15 pGBT9 
16 J-E11 
17 
18 pGBT9 
19 J-E11 
20 
21 pGBT9 
22 J-E11 
23 
24 pVA3 
J-A141 
J-A141 + 
pGAD424 
pGAD424 
J-A141 
?
?
?
? ? ??
?
?
?
?
????
ゥ?
??
?????
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?ヮ??
?
??
ヮ ?
???
?
?
?????
?
?
? ?
?
?? ???
?????
+ 
+ 
+ + 
+ 
+ 
+ 
ベト
??
?????????+ 
+ 
+ 
+ 
÷ 
+ 
十
+ 
十
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ + 
*SD合成培地よりトリプトファン (-T)，ロイシン (-L)またはその両方
(一T，-L)を除去したSD選択培地での増殖を調べた.
かった(表 1，No.10).すなわち融合蛋白質に
含まれるGR側の領域をDNA結合領墳とその極近
傍に限定した場合，酵母two-hybrid法によりc-
JunのB-Zip領域との蛋白間相互作用を検出する
ことはできなかった.安定な蛋白捜合体を形成す
るためにはGR蛋白全体の高次構造が必要である
可能性が考えられる.そこでDNA結合領域のN
末端側に位置するA/BドメインおよびC末端側に
位置するEドメインにわたるより広範囲のアミノ
接配列を含む融合プラスミドを構築し蛋白質問相
互作用を検討した.ただし， G-Bl18を用いた形
質転換実験の結果より，ラットGRのアミノ酸324
から419はGAL4のDNA結合領域と共間してGAL
lプロモーターからの転写活性化に関与すること
が知られているので， A/Bドメインの大部分を含
むアミノ酸配列を融合させたプラスミドを構築す
るベクターとしてpGAD424を使用した.最も京
範囲にわたるGRのアミノ酸配列をコードする融
合プラスミドとして，アミノ酸160から776を
GAL4活性化領域と融合させたG-E40を作製した
(図 1) .次にG-E40にサブクローニングした配
列からEドメインの大部分を欠失させたG-F26，
A/Bドメインの大部分を欠失させたG-G27， A/B 
ドメインおよびEドメインの双方を欠失させたG-
H20を作製した.一方， c-Junのアミノ酸248から
330をGAL4のDNA結合領域と融合させてJ-E11
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2 GRとc-Junの蛋白一蛋白相互作用におけるホルモン処理の効果
ホルモン処理後のFー ガラクトシダーゼ活性
Dex濃度 (M)形質転換体
10-8 10-7 10-6 
? 、
?
???? 10-4 
J-Ell/G-E40 
J-E11/(トG27
を作製した(図2).J-Ell， G-E40， G-F26 ， G-
G27， G-H20のいずれの融合プラスミドについて
も単独で形質転換を行った場合には，得られた形
質転換体の戸ーガラクトシダーゼ活性は陰性であ
り， GAL4活性は検出されなかった(表 1，No.3， 
11， 14， 17， 20). J-Ellと4種のGRのアミノ酸
配列をコードする融合プラスミドのいずれかひと
つを組み合わせて得られた形質転換体について戸
ーガラクトシダーゼ活性を調べたが，酵素活性は
検出されず，レポーター遺伝子の転写活性化は観
察できなかった(表 1，No.13， 16， 19， 22). 
すなわち酵母細胞内での融合蛋白質の発現だけで
はc-JunのB-Zip領域とGRの間に明確な相互作用
は起こらないことが示された.
3. GRとc-Junの蛋白一蛋白間相互作用に対する
ホルモン処理の効果
Wangらは18)，two-hybrid法を用いてエストロ
ゲン受容体 (ER)のダイマー形成過程を解析し，
GAL4DNA結合領域-ER，GAL4活性化領域-ER
のいずれの融合蛋白質も酵母細胞内で発現させた
場合に高親和性のホルモン結合部位を持ち，培地
に添加したホルモンに応答してダイマーを形成す
ることを報告している.そこで， GRのC末側に
存在するホルモン結合領域のほぼ全体を発現する
融合プラスミドG-E40とG-G27を用いて得られた
形質転換体についてホルモン前処理後戸ーガラク
トシダーゼ活性を調べた. 1 X 10-8から1X 10-4 
MのDexを培地に添加し， 16時間培養した後にs-
ガラクトシダーゼ活性を検出した.しかし， G-E 
40とG-G27のいずれについてもDex処理による戸ー
ガラクトシダーゼ活性の変動は観察されなかった
(表2). 
考察
ラット組織由来のcDNAライブラリーをpGAD
424のGAL4活性化領域の下流にあるマルチク
口一二ングサイトに構築し， GRとの蛋白間相互
作用を指標としてスクリーニングを行うことを目
的として，ラットGRのDNA結合領域を含む
cDNA配列をGAL4DNA結合領域に繋いだG-B
118およびG-C126を作製した(関 1).一方 c-
JunのB-Zip領域をGAL4活性化領域に繋いだJ-A
141を作製した(国2).これらの発現プラスミド
を用いて酵母細胞内における融合蛋白質の相互作
用について検討した結果， GRのアミノ酸324から
419はGAL4DNA結合領域と共同してGAL1プロ
モーターからの転写を活性化することが見出され
た.GAL4の転写活性化領域はニカ所に存在し，
そのいずれかがDNA結合領域と向ーの蛋白複合
体内にあれば応答性遺伝子の転写を活性化するこ
とが明らかにされている.これらニつの活性化領
域聞のアミノ酸配列上のホモロジーは低く，類似
点は両者が酸性アミノ酸を多く含んで、いることで
ある.pGAD424iこ含まれるC末端側の活性化領
域については，その転写活性化能に酸性アミノ酸
とαー ヘリックス構造が必要であろうと考えられ
ているが，明確な結論は得られていない17) GR 
のDNA結合領域近傍のA/Bドメインのアミノ酸
配列を調べたところ，グルタミン酸及びアスパラ
ギン酸の出現頻度の高い領域は検出されなかっ
た.この領域による転写活性化の機構については
さらに検討が必要である.
G-C126とJ-A141を用いた結果から，融合蛋白
質に含まれるGR側の領域をDNA結合領域とその
極近傍に限定した場合， c-JunのB-Zip領域との
相互作用は検出されなかった(表 1，No.10). 
そこでGRのほぼ全長をGAL4活性化領域に繋い
だG-E40とc-JunのB-Zip領域をGAL4DNA結合
領域lこ繋いだJ-E11を作製した. しかし，これら
の融合プラスミド用いて得られた形質転換体でむ
戸ーガラクトシダーゼ活性は検出されず，酵母細
抱内で融合蛋白質を発現させただけではGRとc-
Junの間に明確な相互作用は起こらないことが示
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された(表 1，No. 13). 
最近， two-hybrid法を用いたERのダイマー形
成過程に関する研究において， GAL4DNA結合
領域-ER，GL4活性化領域-ERのいずれの融合蛋
白質も酵母細胞内で発現させた場合に高親和性の
ホルモン結合部位を持つことが報告されてい
る18) さらに，これらの融合蛋白質はエストロゲ
ン応答性配列を繋いだLacZの転手を野生型ERと
同様に活性化することが明らかにされている.G
-E40を用いて酵母細胞内で発現させた融合蛋白
質についてもc-Junとの相互作用がホルモン結合
によって変化する可能性が考えられるので形質転
換体の戸ーガラクトシダーゼ活性を測定する前に
ホルモン処理を行い，その影響について検討した.
しかし，我々の実験条件ではホルモン処理による
レポーター遺伝子の転写活性化を検出することは
出来なかった.
一方，変具体を用いた研究からGRとAP-1の相
互干渉作用に必要なc-Junの領域はロイシンジッ
パーのみであることが報告されていたので16)，c-
JunのB-Zip領域周辺のみを含む融合蛋白質を作
製した.この領域にはホルボールエステルによっ
てリン酸化の減少する部位，レドックス制御を受
けるシステイン残基などが擾数存在している.こ
れらの部位のリン酸化・脱リン醸化やレドックス
制御がGRとの相互作用に与える影響について検
討することが今後の諜題である.
結 圭五nロ
1. GRのアミノ酸324から419はGAL4DNA結合
領域と共閉してGAL1プロモーターからの転
写を活性化することを明らかにした.
、2. ラットGRおよび、c-Junの部分アミノ酸配列
をGAL4のDNA結合領域あるいは転写活性
化領域に繋いだ融合蛋白質を酵母細胞内で発
現させたが，融合蛋白質問の相互作用は観察
されなかった.
3. GRのホルモン結合領域を発現する融合プラ
スミドを用いて得られた形質転換体をデキサ'
メサゾン処理したが，レポーター遺伝子の転
写活性化を検出することはできなかった.
稿を終えるにあたり，御指導いただきました鳥取大
学底学部生体情報学教室一井昭五名誉教授，御校聞い
ただきました商連寺 剛教授に感謝いたします.
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